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AgRP  アグーチ関連ペプチド 
DIO  食餌性肥満 
DPP-4  ジペプチジルペプチダーゼ-4 
G6Pase グルコース-6-ホスファターゼ 
GIP  インスリン分泌刺激ポリペプチド 
GK ラット Goto-Kakizaki ラット 
GLP-1  グルカゴン様ペプチド-1 
GLUT4 グルコーストランスポーター4 
GPDH  グリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼ 
GSIS  グルコース応答性のインスリン分泌 
GSK3  グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3 
HFD  高脂肪食 
IL-6  インターロイキン-6 
IRS-1  インスリンレセプター基質-1 
JAK2  ヤヌスキナーゼ 2 
LFD  通常食 
MC  メチルセルロース 
MCP-1  単球走化性蛋白質 1  
NEFA  遊離脂肪酸 
NPY  神経ペプチド Y 
OGTT  経口ブドウ糖負荷試験 
PEPCK ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ 
PI3K  ホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ 
PIP3  ホスファチジルイノシトール 3 リン酸 
PKC  プロテインキナーゼ C 
POMC  プロオピオメラノコルチン 
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PPAR  ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体 
PTP1B  プロテインフォスファターゼ 1B 
SGLT2  Na -グルコース共輸送体 2 
STAT3  シグナル伝達兼転写活性化因子 
STZ  ストレプトゾトシン 
SU  スルホニル尿素 
TG  トリグリセリド 
TLR4  Toll 様受容体 4 


























いる (Filippas-Ntekouan S et al., 2018)．インスリン分泌促進薬では，スルホ
ニル尿素 (SU) 薬やグリニド系薬剤に加え，血糖依存的にインスリン分泌を促
すグルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1) 製剤や，ジペプチジルペプチダーゼ-4 
(DPP-4) 阻害薬が登場し，選択肢が増加している．しかしながら，インスリン















ォスファターゼ 1B (PTP1B) 阻害薬が注目されてきた．PTP1B は，インスリ
ンによりリン酸化されたシグナル分子を脱リン酸化してインスリンシグナルを
負に制御すると共に (Kenner KA et al., 1996; Byon JC et al., 1998)，食欲抑制
ホルモンであるレプチンによりリン酸化されたシグナル分子を脱リン酸化して
レプチンシグナルを負に制御することが知られている (Cheng A et al., 2002; 
Lund IK et al., 2005)．したがって，PTP1B 阻害薬は，インスリンシグナル増
強作用とレプチンシグナル増強作用を併せ持つ新たな糖尿病治療薬として有望
視されてきた．これまで多くの PTP1B 阻害薬が創製されてきたが，未だ上市
には至ったものはない (Qian S et al., 2016)．従来の阻害薬と構造および作用特
性が異なる新たな PTP1B 阻害薬の創製が期待されてきた． 
近年，新たな PTP1B 阻害薬として，ベンゾイルスルホンアミド誘導体 
KY-226 が報告されたが (Morishita K et al., 2017)，その薬効および薬理学的
特性について詳細は明らかにされていない．そこで，KY-226 の実験的抗糖尿病
作用および抗肥満作用を検討し，糖尿病治療薬としての可能性を明らかにする
と共に， 糖尿病における PTP1B の役割を探求する目的で本研究を実施した． 








インスリン分泌低下性 2 型糖尿病ラット（GK ラット）およびストレプトゾト




PTP1B および PTP1B 阻害薬について概説した．第 2 章では，KY-226 の 
PTP1B 阻害活性および HepG2 細胞におけるインスリンシグナル増強作用に
関する検討結果を示した．第 3 章では，KY-226 の PPARγ 活性化作用を検討
し，KY-226 が PPARγ アゴニスト活性を示さず，脂肪細胞分化に影響しない
ことを明らかにした．第 4 章では，インスリン抵抗性を有する 2 型糖尿病マウ
ス（db/db マウス）における血糖低下作用およびインスリンシグナル増強作用
を，第 5 章では，食餌性肥満マウス（DIO マウス）における抗肥満作用および
レプチンシグナル増強作用を明らかにした．さらに，第 6 章および第 7 章では，





第 1 章 研究の背景 
 
第 1 節 糖尿病の現状 
世界の糖尿病人口は増え続けており，「糖尿病アトラス第  8 版  2017 
(Diabetes Atlas 2017)」では，現在の有病者数は 4 億 2500 万人にのぼるとさ
れている．さらに，糖尿病患者は 2015 年から 1,000 万人増加しており，今後





は，(1) 膵臓の β 細胞が自己免疫不全などにより破壊され，インスリン分泌不
全となることにより生じる 1 型糖尿病，(2) インスリン分泌低下ないしインス
リン抵抗性によりインスリン作用不全となり，高血糖状態を呈する 2 型糖尿病，
(3) その他の特定の機序・疾患によるもの，および (4) 妊娠糖尿病に分類され
るが，日本における糖尿病患者の 95% 以上は 2 型糖尿病である．  
糖尿病は自覚症状に乏しいため，慢性的高血糖状態の患者を的確に識別し，
早期に治療を開始し，合併症発症リスクを回避することが非常に重要となる．
糖尿病診療ガイドライン 2016 によると，①早朝絶食後血糖値 ≥ 126 mg/dL, 
②75 g 経口ブドウ糖負荷試験 (OGTT) 2 時間値 ≥ 200 mg/dL, ③随時血糖値 
≥ 200 mg/dL および④HbA1c ≥ 6.5% のうちいずれかが認められた場合，糖尿
病型と診断され，別の日の検査で糖尿病型が 2 回以上認められた場合に糖尿病





















第 2 節 糖尿病の発症機序 
2 型糖尿病発症には，インスリン分泌低下とインスリン抵抗性が関与するが，
その関与の割合は個々の症例により異なる．また，インスリン分泌低下やイン
スリン抵抗性には，複数の遺伝因子が関わっているが (Fletcher B et al., 2002), 
遺伝因子のみで 2 型糖尿病を発症することは少なく，遺伝因子に過食，運動不














いる (Xu G et al., 2007)．インスリン分泌低下により高血糖状態が持続すると，
膵 β 細胞機能不全がさらに助長され，負のスパイラルに陥る．なお，日本人の
糖尿病患者は欧米人と比較しインスリン分泌能が低いことが知られている 




が生じる．次いで，リン酸化 IRS がホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ 
(PI3K) を活性化し，ホスファチジルイノシトール 3 リン酸 (PIP3) 産生を介し
て Akt をリン酸化させて活性化する．この活性化 Akt がインスリン作用のイ
ニシエーターとなる．骨格筋において Akt は，グルコーストランスポーター4 
(GLUT4) を細胞膜に移行させて糖取り込みを促進し，グリコーゲン合成酵素キ
ナーゼ 3 (GSK3) をリン酸化して不活性化することでグリコーゲン合成を促進
する．肝臓において，糖新生律速酵素のホスホエノールピルビン酸カルボキシ
キナーゼ (PEPCK) やグルコース-6-ホスファターゼ (G6Pase) の転写を抑制
し，糖新生を減少させる．このように，インスリンは種々の臓器で糖の代謝調
節を担っている． 
過栄養・肥満状態により脂肪細胞が肥大化すると，腫瘍壊死因子 α (TNFα) や
インターロイキン-6 (IL-6) などの炎症性サイトカイン，単球走化性蛋白質 1 
(MCP-1) などのケモカインおよび遊離脂肪酸が 多量に産生される 
(Hotamisligil GS et al., 1993; Weisberg SP et al., 2003)．遊離脂肪酸は，Toll 様
受容体 4 (TLR4) を介して炎症性サイトカインの転写を増大させる．この炎症
性サイトカインは，インスリンシグナルに関与する因子の機能を阻害し，イン














Fig. 1. Pathogenesis of type 2 diabetes. 
 
第 3 節 糖尿病治療薬 
日本糖尿病学会より発行されている「糖尿病治療ガイド 2018 – 2019」では，













グルコース再吸収の約 90% を担う SGLT2 を阻害することにより血糖排泄を
促進する．日本では 2014 年より発売された最も新しいタイプの糖尿病治療薬
であるが，脱水，尿路・性器感染症，低血糖，筋肉量の減少などの副作用が報





Fig. 2. Therapeutic targets for type 2 diabetes and anti-diabetic drugs. 
 
インスリン分泌促進薬には，SU 薬，速効型インスリン分泌薬（グリニド薬）
GLP-1 アナログおよび DPP-4 阻害薬がある．SU 薬は，膵 β 細胞の SU 受
容体 (SUR1) に結合して ATP 感受性 K チャネルを閉鎖し，β 細胞膜を脱分
極させて電位依存性 Ca チャネルを開口し，細胞内 Ca 濃度を高めることでイ
ンスリン分泌を促進する．強力なインスリン分泌促進作用を示す反面，低血糖
リスクを有する．また，長期使用により β 細胞が疲弊し，二次無効を生じる場






































べて遅い患者に有効であるが，血糖改善効果は SU 薬より弱く，SU 薬と同様




に DPP-4 により分解され，数分間で活性を失うため，DPP-4 阻害薬および 
























とが明らかになった (Dormandy JA et al., 2005)．一方，ピオグリタゾンは，肥
満，浮腫，心不全，骨密度低下といった副作用リスクが知られており (Shah P et 
al., 2010)，疫学研究の結果から膀胱癌リスクの上昇が懸念されている (Tuccori 




























知られている (Kenner KA et al., 1996; Byon JC et al., 1998, Fig.3)．PTP1B 
全身欠損マウスは，インスリン感受性が増大するとともに，高脂肪食負荷によ
る肥満に耐性であることが知られている (Elchebly M et al., 1999). さらに，
PTP1B 特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドは糖尿病モデルマウスの血
糖値や HbA1c を正常化し，インスリン抵抗性を改善させると報告されており 





Fig. 3. PTP1B in insulin and leptin signaling 
 
また，PTP1B はインスリンシグナルのみならず，食欲を抑制するレプチンシ
グナル伝達系も制御している (Cheng A et al., 2002; Lund IK et al., 2005, Fig. 
3)．レプチンは，脂肪細胞から分泌されるホルモンであり (Zhang Y et al., 1994), 
レプチン受容体は，特に視床下部に多く発現している (Tartaglia LA et al., 















































満および糖尿病状態を呈する (Clément K et al.,1998)．また，糖尿病ないし肥
満患者の血中レプチン濃度は高値であり，レプチン抵抗性により摂食およびエ
ネルギー調節が異常を来していることが明らかになっている (Enriori PJ et al., 
2007)． 
PTP1B は，レプチン受容体が存在する組織に分布し，JAK2 および STAT3 
の脱リン酸化を介してレプチンシグナルを抑制している．また，高脂肪食負荷
により視床下部の PTP1B 発現が増加することが，レプチン抵抗性誘発の一因
と報告されており (White CL et al., 2009)，視床下部特異的 PTP1B 欠損マウ




子でもある (Hotamisligil GS et al., 1993)．また，グリタゾン系のインスリン
抵抗性改善薬は，PPARγ アゴニスト作用により脂肪細胞分化を促進することか





第 5 節 PTP1B 阻害薬 
1980 年代から，バナジウムが PTP1B を阻害しインスリン様作用を示すこ
とが知られていた (Swarup G et al., 1982)．その後，リン酸化チロシン (pTyr) 
の類似構造を有するペプチド化合物が競合的な PTP1B 阻害薬として報告され






極めて低かった (Qian S et al., 2016)．一方，単一のカルボキシル基を有する
Ertiprotafib (Fig. 4) は，強力な非競合的 PTP1B 阻害活性および抗糖尿病作用
を示すと報告されている (Erbe DV et al., 2005)．しかし，Ertiprotafib は，
PTP1B 阻害作用に加えて PPARα/γ アゴニスト活性を有することが明らかに
なり，糖尿病を対象とした 第二相試験で，有効性が認められず，用量制限毒性
が見られたため開発が中止された．また，アミノ基およびカルボキシル基を有
する JTT-551 (Fig. 4) は，非臨床試験において強力な混合型 PTP1B 阻害活性，
良好な経口吸収性および抗糖尿病作用を示したが (Fukuda S et al., 2010)，第
一相試験で開発が中断している．さらに，ツノザメから抽出されたスペルミン
誘導体の Trodusquemine (Fig. 4) は，スルホオキシ基を有する非競合的阻害薬
であり，良好な PTP1B 阻害活性を示すが，経口吸収性が低く，非臨床試験で
は非経口投与による抗糖尿病作用および抗肥満作用が報告されている (Lantz 









Fig. 4. Chemical structures of PTP1B inhibitors 
 
第 6 節 研究の目的 
近年，ベンゾイルスルホンアミド誘導体  4-(biphenyl-4-ylmethylsulfanyl 
methyl-N-(hexane-1-sulfonyl)benzamide (KY-226) が，PTP1B 阻害活性を有
することが報告された (Fig. 5)．KY-226 は，PTP1B のアロステリック部位に





的で，インスリン抵抗性を有する 2 型糖尿病マウス（db/db マウス），食餌性
肥満マウス（DIO マウス），インスリン分泌低下性 2 型糖尿病ラット（GK ラ

















































第 2 章 PTP1B 阻害作用 
 
第 1 節 序 論 
これまでに多くの PTP1B 阻害薬が合成されてきたが，開発に成功したもの










PPARα/γ アゴニスト作用を有することが知られており (Erbe DV et al., 2005)，
Trodusquemine は細胞の Ca2+, Cl–, H+ 流入に影響し細胞内 Ca2+ 濃度を高め




Morishita らは，リン酸基やカルボキシル基を有さない新たな PTP1B 阻害
薬としてベンゾイルスルホンアミド誘導体 KY-226 を見出した．本章では， 
KY-226 の作用および特性を明らかにする目的で，PTP1B 阻害活性および阻害










PTP1B 発現が増加し，インスリン抵抗性を生じると報告されている (Ahmad F 
















ント PTP1B 酵素 (Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY), ジチオスレ
イトール (DTT, sigma, St. Louis, MO), ロイペプチン (sigma), アンチパイン 
(sigma), ベンザミジン (sigma), p-アミジノフェニルメタンスルホニルフルオ
リド (APMSF, sigma), ライゲーション試薬（Ligation high ver. 2, 東洋紡，大
阪），安定発現株樹立用ベクター（pEBMulti-Hyg，和光純薬，大阪），PTP1B ベ
クター (pCMV-SPORT PTP1B, Open Biosystems, Huntsville, AL)，ダルベッ
コ変法イーグル培地（DMEM, 日水製薬，東京），エレクトロポレーションキッ
ト (Lonza Amaxa cell line Nucleofector Kit V, Lonza, Basel, Switzerland)，ト
リトン X-100 (MP biomedicals, Santa Ana, CA)，7.5% ポリアクリルアミドゲ
20 
 
ル (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)，PVDF 膜 (Millipore, Bedford, MA), 
pIR 抗体  (PhosphoDetect Anti-Insulin Receptor (pTyr1162/1163) Rabbit 
pAb, Calbiochem, La Jolla, CA), IR 抗体 (C-19; Santa Cruz, Dallas, TX)，
PTP1B 抗体  (Anti-PTP1B (Ab-1) MouSEMAb (FG6-1G), Calbiochem), 
β-actin 抗体  (C4; Santa Cruz), 抗ウサギ  IgG HRP (Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA) および抗マウス IgG-HRP (Santa Cruz) は各供給




ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 は，European Collection of Authenticated Cell 
Cultures (ECACC, Porton Down, England) から購入した． 
 
2.3. PTP1B 阻害活性 
1 mM DTT および 1 mM EDTA を含む 100 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.2) 
に，KY-226 (0.01 ～ 10 μM) およびヒトリコンビナント PTP1B 酵素を添加
し，3 mM p-NPP を加えて反応を開始した．37℃ で 30 min インキュベート
し，1M NaOH を加えて反応を停止し，生成した p-ニトロフェノールの量を 
405 nm の吸光度により測定，算出した．IC50 値は，薬物未処置の酵素活性を 
100% として算出した． 
 
2.4. PTP1B 阻害様式 
1 mM DTT および 1 mM EDTA を含む 100 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.2) 
に，KY-226 (0, 0.1, 0.2 および 0.5 μM) および PTP1B 酵素を添加し，p-NPP 
(0.25, 0.5, 1, 3 および 10 μM) を加えて反応を開始した．37 ºC で 30 min イ
ンキュベートし，1M NaOH を加えて反応を停止し，生成した p-ニトロフェノ
ールの量を 405 nm の吸光度により測定，算出した．酵素反応速度 (v) および





2.5. HepG2 細胞におけるインスリンシグナル 
2.5.1. PTP1B 過剰発現 HepG2 細胞 
安定発現株樹立用ベクター (pEBMulti-Hyg) および PTP1B ベクターを
KpnI と XhoI 部位で制限酵素処理後，ライゲーション試薬を用いてライゲー
ションすることにより，pEBMulti-PTP1B ベクターを作製した．HepG2 細胞
は，DMEM（10% ウシ胎児血清 (FBS), 0.3% NaHCO3, 100 U/mL ペニシリン
および 100 μg/mL ストレプトマイシン）を用いて培養した．HepG2 細胞を 5 
x 106 cells になるように調製し，エレクトロポレーションキット付属試薬 
(Nucleofector solution V) 100 μL に 懸 濁 し た ． 専 用 キ ュ ベ ッ ト に 
pEBMulti-PTP1B ベクターおよび細胞懸濁液を加えて  Nucleofector II 
(AAD-1001S, Lonza) を用いて遺伝子導入を行い，DMEM/10% FBS で培養し
た．遺伝子導入翌日より 500 μg/mL ハイグロマイシン B 含有 DMEM/10% 
FBS で培養することにより PTP1B 過剰発現 HepG2 細胞を樹立した． 
 
2.5.2. インスリン刺激 
正常 HepG2 細胞および PTP1B 過剰発現 HepG2 細胞を DMEM/10% 
FBS に懸濁し，6 ウェルプレートに 1 x 106 cells/well で播種し，5% CO2，37℃
条件下で，24 hr 培養した．その後，無血清 DMEM に交換してさらに 6 hr 培
養した．KY-226 を添加し，1 hr 後に インスリン (1 nM) を添加した．なお，
対照ウェルには 0.1% となるように DMSO を加えた．10 min インキュベー
ト後，細胞を洗浄し，溶解液 (1 μg/mL ロイペプチン，アンチパイン，ベンザ
ミジンおよび APMSF と 1% トリトン X-100 を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝
液 (pH 7.5)) をウェルに加えて細胞を剥がし，細胞懸濁液を調製した． 
 
2.5.3. ウエスタンブロッティング 
前項で調製した細胞懸濁液を，10% SDS, 0.05% BPB および 25% 2-ME を
含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 6.8) と 4:1 の割合で混合し，100℃ で 10 
min 加熱した．蛋白質サンプルを 7.5% ポリアクリルアミドゲル上に添加し，
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30 mA の定電流条件で 1 hr 分離した．ゲルを，予めメタノールで処理した 
PVDF 膜に 90 mV，50 min の条件でブロットした．10% スキムミルクを溶
解した TBS-T (20 mM Tris-HCl 緩衝液 pH7.5, 0.05% Tween 20, 137 mmol/L 
NaCl) で 1 hr ブロッキングし，PVDF 膜を 1% スキムミルクを含む TBS-T 
で希釈した各一次抗体 と 1 hr 反応させた．TBS-T で洗浄後，ペルオキシダー
ゼ標識二次抗体で 1 hr インキュベートし，化学発光試薬（ケミルミワンスーパ
ー）と Chem Doc (BioRad Laboratories) を用いて検出，定量した．  
 
2.6. データ処理 
データは平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で表した．また，平均値の差の
検定は Student の t 検定により行った． 
 
第 3 節 実験結果 
3.1. PTP1B 阻害活性 
ヒトリコンビナント PTP1B 酵素を用い，p-NPP を基質として KY-226, 
JTT-551 および Ertiprotafib の PTP1B 阻害活性を測定した．KY226 は 0.1 
～ 3 μM で PTP1B 酵素活性を濃度依存的に阻害したが，他の PTP1B 阻害
薬 JTT-551 および Ertiprotafib より 4 ～5 倍弱かった (Fig. 6)．KY-226, 
JTT-551 および Ertiprotafib の PTP1B 阻害活性 IC50 値はそれぞれ，0.28 ± 





Fig. 6. Effects of KY-226 on human PTP1B enzyme activity. 
 
3.2. KY-226 の PTP1B 阻害様式 
種々の基質 p-NPP 濃度における PTP1B 阻害活性を測定し，酵素反応速度 
(v) および基質量 (s) から 1/v および 1/s を算出して Lineweaver-Burk プロ
ットを作図した．各 KY-226 濃度における近似直線が，X 軸上で交わったこと
から，KY-226 の酵素阻害様式は非競合阻害であることが明らかになった (Fig. 
7)． 
 
Fig. 7. Lineweaver-Burk plot (1/v versus 1/s) for the 
determination of the inihibitory mode of KY-226. 


















































3.3. HepG2 細胞のインスリン受容体リン酸化 
無血清培地で 6 hr 培養したヒト肝癌由来細胞株 HepG2 にインスリン1 ～ 
100 nM を適用し，10 min 後のリン酸化インスリン受容体量を測定した．イン




Fig. 8. Phosphorylation of insulin receptors induced by insulin 
(1 – 100 nM). The mean phosphorylation level (pIR/IR) in 
insulin (1 nM)-treated cells was taken as 1.0. Values are the 
mean ± SEM (n = 3 – 6). **P<0.01 vs. Insulin (0 nM), Student’s 
t-test for unpaired data. 
 
3.4. HepG2 細胞における KY-226 のインスリンシグナル増強作用 
KY-226 および JTT-551 の HepG2 細胞におけるインスリンシグナル増強
作用を検討した．被験化合物を前処置し，1 hr 後にインスリン 1 nM を適用し
た．KY-226 は 0.3 μM から濃度依存的にリン酸化インスリン受容体量を増大





























Fig. 9. Effects of KY-226 and JTT-551 on insulin-induced IR phosphorylation 
in HepG2 cells treated with insulin (1 nM). The mean phosphorylation level 
(pIR/IR) in Control cells was taken as 1.0. Values are the mean ± SEM 
(KY-226: n = 4, JTT-551: n = 3). *P<0.05, **P<0.01 vs. Control, Student’s 
t-test for paired data. 
 
3.5. PTP1B 過剰発現細胞のインスリン受容体リン酸化 
糖尿病状態において，PTP1B 発現が亢進することでインスリン抵抗性を呈す
ることが知られている (Ahmad F et al., 1995; Zabolotny JM et al., 2008)．そ
こで，HepG2 細胞に pEB-Multi-PTP1B ベクターを遺伝子導入し，PTP1B 過
剰発現細胞を作製した． 
ベクター導入 HepG2 細胞では PTP1B 発現量が非導入 HepG2 細胞の約 
2 倍に増加した (Fig. 10A)．また，非導入 HepG2 細胞では，インスリン 1 ～ 
100 nM により濃度依存的にリン酸化インスリン受容体量が増大した．一方，
ベクター導入 HepG2 細胞におけるインスリン濃度依存的リン酸化インスリン
受容体増大量は，非導入 HepG2 細胞より少なかった (Fig. 10B). これらの結果
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Fig. 10. Overexpression of PTP1B in HepG2 cells. (A) PTP1B protein levels 
in HepG2 cells with or without the overexpression of PTP1B. The PTP1B 
expression level in HepG2 cells was taken as 1.0. (B) Insulin-induced IR 
phosphorylation in HepG2 cells with or without the overexpression of PTP1B. 
The mean IR phosphorylation level treated insulin (1 nM) in HepG2 cells 
was taken as 1.0. Values are the mean ± SEM (n = 3 – 6). WC: wild cells, 
OEC: PTP1B-overexpressing cells. **P<0.01 vs. WC (Insulin: 0 nM), #P<0.05, 
##P<0.01 vs. OEC (Insulin: 0 nM), Student’s t-test for unpaired data. 
 
3.6. PTP1B 過剰発現細胞における KY-226 のインスリンシグナル増強作用 
KY-226 の PTP1B 過剰発現細胞におけるインスリンシグナル増強作用を検
討した．KY-226 を前処置し，1 hr 後にインスリン 1 nM を適用した．KY-226 

























































Fig. 11. Effects of KY-226 on insulin-induced IR phosphorylation in 
HepG2 cells with over expression of PTP1B. The mean 
phosphorylation level (pIR/IR) in insulin (1 nM)-treated cells 
(Control) was taken as 1.0. Values are the mean ± SEM (n = 6 – 8). 
*P <0.05, **P <0.01 vs. Cont, Student’s t-test for paired data. 
 
第 4 節 考 察 
新規ベンゾイルスルホンアミド誘導体 KY-226 の PTP1B 阻害活性を，他の
PTP1B 阻害薬である JTT-551 および Ertiprotafib と比較した．いずれも濃
度依存的な阻害活性を示したが， KY-226 の作用は  JTT-551 および 
Ertiprotafib より 4 ～ 5 倍弱かった．また，Lineweaver-Burk プロットによ
り KY-226 は非競合的に PTP1B を阻害することが明らかになった．KY-226 
は PTP1B のアロステリック部位に結合すると報告されている (Morishita K 
et al., 2017)．なお，JTT-551 は競合･非競合混合的に，Ertiprotafib は非競合
的に阻害することが知られている (Fukuda S et al., 2010; Erbe DV et al., 
2005)．次に，細胞における非競合阻害薬 KY-226 のインスリンシグナル増強作
用を，混合阻害薬 JTT-551 と比較した． 
ヒト肝癌由来 HepG2 細胞において，KY-226 は 0.3 μM から濃度依存的に
インスリン刺激によるリン酸化インスリン受容体量を著明に増大させた．
KY-226 のリン酸化インスリン受容体増加作用濃度は PTP1B 阻害活性濃度と

































JTT-551 は，10 μM までリン酸化インスリン受容体量に影響しなかった．
JTT-551 は KY-226 よりも脂溶性が高いが，中性領域で解離するカルボキシル
基を有するため細胞膜透過性が低いのかもしれない．JTT-551 は，骨格筋芽細
胞 L6 において，高濃度 (10 μM 以上) でインスリンによる糖取り込みを増大
させたと報告されている (Fukuda S et al., 2010)．JTT-551 は短時間処置では，





スリン抵抗性を惹起している例が報告されている (Ahmad F et al., 1995; 




すことが明らかになった．PTP1B 過剰発現細胞において，KY-226 は 1 μM か
らインスリンによるリン酸化インスリン受容体量を増加させ，少なくとも 1 μM 
で，正常細胞レベルに回復させた． 
以上より，KY-226 は強力な非競合的 PTP1B 阻害活性を有し，正常 HepG2 









Fig. 12. KY-226 enhanced insulin signaling via inhibition of PTP1B 
in HepG2 cells with or without over-expression of PTP1B. 
 
第 5 節 小 括 
1. 新規ベンゾイルスルホンアミド誘導体 KY-226 は濃度依存的かつ非競合的
に PTP1B 活性を阻害し，IC50 値は 0.28 ± 0.01 μM であった．KY-226
の作用は，他の PTP1B 阻害薬 JTT-551 および Ertiprotafib より 4 ～ 
5 倍弱かった． 
 
2. ヒト肝癌由来 HepG2 細胞において，KY-226 はインスリンによるリン酸化
インスリン受容体を 0.3 μM から濃度依存的に増加させたが，JTT-551 は 







胞において，KY-226 は 1 μM からリン酸化インスリン受容体量を増加さ























第 3 章 PPARγ 活性化作用 
 
第 1 節 序 論 
前章において，KY-226 は非競合的 PTP1B 阻害活性を有し，細胞内 PTP1B 
を阻害することによりインスリンシグナルを増強することが明らかになった．
一方，Ertiprotafib は，PTP1B 阻害活性に加えて PPARα/γ 作用により，抗糖
尿病作用を示すと考えられている (Erbe DV et al., 2005)．また，3-カルボキシ
ルテトラヒドロイソキノリン誘導体が，PPARγ アゴニスト活性と PTP1B 阻害
活性を示すことが知られている (Otake K et al., 2011; Otake K et al., 2011; 




骨密度低下などの副作用を誘発する懸念が残る．そこで，KY-226 の PPARγ 活
性化作用を検討し，PPARγ フルアゴニストであるピオグリタゾンおよび 




増加および体重増加（肥満）を来すことが知られている (Rosen ED et al., 1999)．
一方，PTP1B 阻害薬は PPARγ 活性化を介することなく直接的にインスリン
シグナルを増強することにより脂肪細胞分化を促進することが懸念される．実
際，脂肪細胞の PTP1B をノックダウンすると PPARγ2 遺伝子発現が亢進し，
脂肪細胞分化を促進するという報告がある (Song DD et al., 2013). そこで，脂





第 2 節 実験方法 
2.1. 使用試薬 
デキサメタゾン（DEX, 和光純薬，大阪），トリグリセライドE－テストワコ
ー（和光純薬），ヒト PPARγ1 プラスミド（Open Biosystems），ヒト RXRα 
プラスミド（GeneCopoeia, Inc., Rockville, MD），ピッカジーン（TOYO B-Net，
東京），3-イソブチル-1-メチルキサンチン（IBMX, sigma），インスリン（Roche, 
Indianapolis, IN）およびグリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼ (GPDH) 活
性測定キット (プライマリーセル，札幌) は各供給会社から購入した．その他は
前 章 ま で に 記 載 し た 試 薬 を 用 い た ． レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 
(pGL3-PPREx4-tk-luc) は京都薬品工業株式会社で作製した．KY-226, ピオグ




アフリカミドリザル腎由来細胞株  COS-1 およびマウス線維芽細胞株 
3T3-L1 は，American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) から購
入した． 
 
2.3. PPARγ アゴニスト活性 
COS-1 細胞を 5 x 106 cells となるように調製し，エレクトロポレーション
キット付属試薬 (Nucleofector solution V) 100 μL に懸濁した．専用のキュベッ
トにヒト PPARγ1 プラスミド，ヒト RXRα プラスミドおよびレポータープラ
スミド (pGL3-PPREx4-tk-luc) を入れ，第 2 章と同様の方法で遺伝子導入し
た．遺伝子導入後，DMEM（10% FBS, 0.3% NaHCO3, 100 U/mL ペニシリン
および 100 μg/mL ストレプトマイシン）を加えて再懸濁し，1.5 x 103 cells/well 
の密度で 96 ウェルプレートに播種し，10-10～10-5 M の被験化合物存在下に培
養した．なお，対照ウェルには終濃度が 0.1% になるよう DMSO を加えた．
培養上清を除去後，ピッカジーンを用いてルシフェラーゼ活性を測定した．活
性は対照 (DMSO 処置) 細胞の活性を 0%, 10-5 M Farglitazar 処置細胞の活
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性を 100% として相対値で表した．また，各化合物が示した最大活性を 100% 
として EC50 値を算出した． 
 
2.4. 脂肪前駆細胞 3T3-L1 の脂肪細胞分化 
3T3-L1 細胞を高グルコース含有 DMEM（4.0g/L D-glucose, 5% FBS, 0.3% 
NaHCO3, 100 U/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン）に懸
濁し，24 ウェルプレートに 1 x 105 cells/well で播種した．2 日後，培地を 1 
μM DEX および 0.5 mM IBMX を添加した．さらに 2 日間培養後，インスリ
ン (1 nM) および被験化合物 (0.01, 0.1, 1 および 10 μM) を添加した培地に
交換した．なお，対照ウェルには 0.1% DMSO を加えた．2 日間培養後，GPDH 
活性を GPDH 活性測定キットを使用して測定し，4 日間培養後，トリグリセ
リド (TG) 量をトリグリセライド E－テストワコーを使用して測定した． 
 
2.5. データ処理 
データは平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で表した．また，平均値の差の
検定は対応のあるデータのための Student の t 検定により行った． 
 
第 3 節 実験結果 
3.1. PPARγ アゴニスト活性 
KY-226 の PPARγ アゴニスト活性をピオグリタゾンおよび Ertiprotafib 
と比較した．ピオグリタゾンおよび Ertiprotafib は濃度依存的に PPARγ を活
性化した．Ertiprotafib の活性化は部分的に留まり，部分アゴニストである可
能性が示された．ピオグリタゾンおよび Ertiprotafib の EC50 値はそれぞれ 
0.51 および 2.4 μM であった．一方，KY-226 は 10 μM でもほとんど PPARγ 






Fig. 13. PPARγ agonist activity of KY-226, Pioglitazone and 
Ertiprotafib in COS-1 cells. The activation level induced by 
farglitazar (10-5 M) was taken as 100%. Values are the mean ± 
SEM (n = 3). 
 
3.2. 脂肪前駆細胞 3T3-L1 の脂肪細胞分化に対する作用 
脂肪前駆細胞 3T3-L1 の脂肪細胞分化に対する KY-226 およびピオグリタゾ
ンの影響を検討した．ピオグリタゾンは，1 μM から脂肪細胞分化指標である 
GPDH 活性を，0.01 μM から細胞内 TG 量をそれぞれ有意に増加させたが，
KY-226 は 10 μM でも GPDH 活性および細胞内 TG 量に影響しなかった 
(Fig. 14). 
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Fig. 14. Effects of KY-226 and Pioglitazone on GPDH activity and TG 
contents in 3T3-L1 cells. Int: Intact (non-treated cells), Cont: Control 
(dexamethasone, IBMX and insulin-treated cells). GPDH: glycerol-3- 
phosphate dehydrogenase, TG: triglyceride, IBMX: 3-isobutyl-1-methyl 
xanthine. Values are the mean ± SEM (GPDH: n = 3, TG: n = 4). *P<0.05, 
**P<0.01 vs. Control, Student’s t-test for paired data. 
 
第 4 節 考 察 
非競合的 PTP1B 阻害薬 Ertiprotafib は，弱いながら PPARα/γ アゴニスト
作用を示すことが知られている (Erbe DV et al., 2005)．PPARγ アゴニスト作
用は，PTP1B 阻害作用と協調的に働き，抗糖尿病作用を増強すると期待される
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副作用を惹起することが懸念される．今回の検討において，KY-226 は PPARγ 
アゴニスト作用を示さなかったが，ピオグリタゾンはフルアゴニスト活性を，
Ertiprotafib は弱いアゴニスト活性を示した．従って，KY-226 は PPARγ アゴ
ニスト特有の副作用を惹起することはないと考えられる． 
PPARγ アゴニストによる副作用のうち，体重増加や骨密度低下は，脂肪細胞
分化促進作用に起因すると考えられている (Rosen ED et al., 1999)．KY-226 は 





という報告がある (Song DD et al., 2013)．しかし，脂肪前駆細胞 3T3-L1 に
おいて，KY-226 はインスリン存在下で脂肪細胞分化指標である GPDH 活性お
よび細胞内 TG 量に影響しなかった．一方，ピオグリタゾンはこれらを著明に
増大させた．つまり，PTP1B 阻害は脂肪前駆細胞のインスリンシグナルに影響
せず，脂肪細胞分化を促進しないと考えられる．また，3T3-L1 細胞に PTP1B 
を過剰発現させても，脂肪細胞の糖取り込みを阻害しないこと (Venable CL et 
al., 2000)，および，脂肪細胞特異的な PTP1B 欠損マウスは体重，肥満，糖代
謝や脂肪代謝に影響しないこと (Owen C et al., 2012) から，PTP1B は脂肪前
駆細胞のみならず脂肪細胞のインスリンシグナルにも関与していない可能性が
考えられる． 
以上より，PTP1B 阻害薬 KY-226 は PPARγ アゴニスト作用を有さず，脂













Fig. 15. Effects of KY-226 and pioglitazone on PPARγ and adipocyte 
differentiation in preadipocytes. 
 
第 5 節 小 括 
1. KY-226 は 10 μM まで，ほとんど PPARγ アゴニスト活性を示さず，10 
μM における最大活性は 8.3 ± 2.8% に留まった．ピオグリタゾンはフルア
ゴニスト活性を示し，Ertiprotafib は部分的活性化作用を示した．ピオグリ
タゾンおよび Ertiprotafib の EC50 値はそれぞれ 0.51 および 2.4 μM で
あった．したがって，KY-226 は PPARγ 作用に由来する副作用の懸念が少
ないと考えられる． 
 



































GPDH 活性および細胞内 TG 量に影響しなかった．ピオグリタゾンはこれ







第 4 章 インスリン抵抗性 2 型糖尿病マウスに対する作用 
 
第 1 節 序 論 
















で，KY-226 を 4 週間にわたり反復経口投与し，長期投与による薬効と副作用
を検討した． 














インスリン（ノボリン N 注 100 U/mL，ノボノルディスクファーマ，東京），
クロロホルム（ナカライテスク），イソプロパノール（ナカライテスク），ト
リゾール  (Invitrogen, Carlsbad, CA), pAkt 抗体  (Phospho-Akt (Ser473) 
(D9E) XP Rabbit mAb, Cell Signaling Technology, Beverly, MA), Akt 抗体 
(Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology), RNA 単離キッ
ト (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Basal, Switzerland), リアルタイム 
PCR 試薬 (FastStart Essential DNA Probes Master, Roche) および cDNA 
合成キット (PrimerScript RT reagent kit，タカラバイオ，滋賀) は各供給会社
から購入した．その他は前章までに記載した試薬を用いた．KY-226 およびピ




C57BLKS/J Iar -+Lepr db /+Lepr db マウス（db/db マウス；動物繁殖研究所，
茨城）を使用した．京都薬品工業株式会社の動物飼育室において，室温 23 ± 5℃，






db/db マウスを 3 hr 絶食し，KY-226 100 mg/kg 懸濁液を単回投与した．1 






db/db マウスを 3 hr 絶食し，KY-226 100 mg/kg 懸濁液を単回投与した．1 
hr 後にインスリン (5 U/kg) を静脈内投与し，10 min 後に頸椎脱臼により安
楽死させた．直ちに肝臓と大腿筋を摘出し，第 2 章と同様の溶解液でホモジナ
イズし，pIR 抗体および IR 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った． 
 
2.5. KY-226 およびピオグリタゾン反復経口投与の影響 
8 – 11 週齢の雄性 db/db マウスに，0.5% MC および KY-226 (10, 30 
mg/kg) 懸濁液を 1 日 1 回 4 週間にわたり反復経口投与した．別に，0.5% 
MC およびピオグリタゾン (10, 30 mg/kg) 懸濁液を 1 日 1 回 4 週間にわた
り反復経口投与した．投与期間中，毎日体重を測定した．28 日目に非絶食下尾
静脈より採血を行い，血漿中グルコース，TG，インスリンおよび血液中 HbA1c 
(DCA Vantage Analyzer, Siemens, Tarrytown, NY) を測定した． 
次いで，OGTT およびインスリンシグナル測定を行った．すなわち，投与 28 
日目より一夜絶食し，翌日 OGTT およびインスリンシグナル測定を行った．
OGTT では，グルコース (0.5 g/kg) を経口投与し，0, 30, 60 および 120 min 
後に尾静脈より採血し，血漿中グルコースを測定した．インスリンシグナル測
定では，KY-226 投与 1 hr 後にインスリン (1 U/kg) を静脈内投与し，5 min 
後に頸椎脱臼により安楽死させ，直ちに肝臓と大腿筋を摘出し，pIR, IR, pAkt 
および Akt 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った． 
OGTT を行ったマウスは，翌日深麻酔下心臓穿刺により採血し安楽死させ，
ただちに肝臓を摘出し，次項に示す方法で mRNA 発現量を測定した． 
 
2.6. 肝臓 mRNA 測定 
摘出した肝臓にトリゾールを加え，ホモジナイザーでホモジナイズした．ト
リゾール液量の 0.2 倍量のクロロホルムを加えて撹拌し，室温で 2 ～ 3 min 
静置後，12,000 x g, 15 min，4℃ で遠心分離した．遠心分離後，上清を回収し，




室温で 10 min 静置した．続いて，12,000 x g，10 min，4℃ で遠心分離した
後上清を除去し，得られた沈査を水に溶解し，市販の RNA 単離キット (High 
Pure RNA Isolation Kit) で DNase 処理を行った．得られた RNA の 260 nm 
に対する吸光度を測定し，RNA 濃度を算出した． 
市販の cDNA 合成キット (PrimerScript RT reagent kit) を用いて，0.5 μg 
の RNA から cDNA を合成した．すなわち，37℃ で 15 min 逆転写反応をさ
せた後，85℃ で 1 min 加熱して逆転写酵素を失活させた．得られた cDNA を 
100 倍希釈し，調製した 5 μL の cDNA に測定遺伝子のプライマーと蛍光標
識プローブおよびリアルタイム PCR 試薬 (FastStart Essential DNA Probes 
Master) を添加し，Light Cycler 480 (Roche) を用いて PCR を行った．すな
わち，95℃ で 10 min インキュベートした後に 95℃ で 10 sec の DNA 熱
変性反応と 60℃で 30 sec のアニーリングおよび増幅反応を 45 サイクル行
った．Licht Cycler 480 付属の解析ソフトにより得られたクロスポイント (CP) 
値から，グルコキナーゼ (GK) やグルコース-6-ホスファターゼ (G6Pase) およ
びホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ (PEPCK) の mRNA 発現量
を算出し，18s rRNA の発現量で標準化した．各遺伝子のプライマー配列は次
の通りである． 
GK; 5’- aaactacccctgggcttcac-3’ および 5’- agcccttggtccagttgag-3’, 
G6Pase; 5’- tctgtcccggatctaccttg-3’ および 5’- gaaagtttcagccacagcaa-3’, 
PEPCK; 5’- ggagtacccattgagggtatcat-3’ および 5’- gctgagggcttcatagacaag-3’, 
18s rRNA; 5’- ggtgcatggccgttctta-3’ および 5’- tcgttcgttatcggaattaacc-3’. 
 
2.7. データ処理 
データは平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で表した．また，検定は対応の





第 3 節 実験結果 
3.1. KY-226 単回投与後インスリンシグナル 
KY-226 は 100 mg/kg 単回投与はインスリン (5.0 U/kg) 静脈内投与後の肝
臓のリン酸化インスリン受容体を有意に増加させ，その下流シグナル分子であ
るリン酸化 Akt を増加させる傾向を示した (Fig. 16A)．また，大腿筋における
リン酸化インスリン受容体を増加させる傾向を示し，リン酸化 Akt を有意に増




Fig. 16. Effects of KY-226 on insulin signaling after insulin injection (5 U/kg, 
i.v.) in liver (A) and femoral muscle (B) of male db/db mice. Values are the 
mean ± SEM (Intact: n = 2, Control: n = 3, KY-226: n = 4). *P<0.05 vs. Control, 
























































































3.2. KY-226 単回投与後インスリン負荷試験 
KY-226 は 100 mg/kg 単回投与によりインスリン (5.0 U/kg) 静脈内投与後
の血漿中グルコース減少を促進し，インスリン投与 2 hr 後には有意差が認めら




Fig. 17. Effects of KY-226 on plasma glucose levels after insulin (5 
U/kg, i.v.) injection in male db/db mice. Glucose values in the 
Control and KY-226-treated groups at 0 hr are 671.2 ± 13.9 and 
726.0 ± 26.8 mg/dL, respectively. Values are the mean ± SEM 
(Control: n = 3, KY-226 100 mg/kg: n = 4). *P <0.05 vs. Control, 
Student’s t-test for unpaired data. 
 
3.3. KY-226 反復経口投与後の体重および摂餌量 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 およびピオグリタゾン (10 および 30 
mg/kg) 4 週間反復経口投与は体重および摂餌量に影響しなかった (Fig. 18A)．
ピオグリタゾン投与は摂餌量には影響しなかったが，30 mg/kg で有意に体重増






























Fig. 18. Effects of KY-226 (A) and Pioglitazone (B) treatment for 4 weeks on 
body weight gain and total food consumption in male db/db mice. Pio: 
Pioglitazone. Values are the mean ± SEM (A: n = 12, B: n = 7). **P <0.01 vs. 0 
mg/kg, Dunnett’s multi-comparison test.  
 
3.4. KY-226 反復経口投与後の非絶食後血漿中グルコースおよび TG 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 およびピオグリタゾンの 10 mg/kg 4
週間反復経口投与は血漿中 TG を，30 mg/kg 投与は血漿中グルコースを有意
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Fig. 19. Effects of KY-226 (A) and Pioglitazone (B) treatment for 4 weeks on 
non-fasting plasma glucose and triglyceride (TG) levels in male db/db mice. 
Pio: Pioglitazone. Values are the mean ± SEM (A: n = 12, B: n = 7). *P<0.05, 
**P<0.01 vs. 0 mg/kg, Dunnett’s multi-comparison test. 
 
3.5. KY-226 反復経口投与後の非絶食後 HbA1c およびインスリン 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 10 および 30 mg/kg 4 週間反復経口投
与は非絶食後血中 HbA1c を有意に減少させたが，血漿中インスリン値には影
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Fig. 20. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on non-fasting blood HbA1c 
and plama insulin in male db/db mice. Values are the mean ± SEM (n = 6). 
*P<0.05, **P<0.01 vs. 0 mg/kg, Dunnett’s multi-comparison test.  
 
3.6. KY-226 反復経口投与後の絶食後血漿中グルコースおよびインスリン 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 30 mg/kg 4 週間反復経口投与は絶食後
血漿中グルコースを有意に減少させたが，インスリン値には影響しなかった．
また，KY-226 投与はインスリン抵抗性指標である HOMA-IR を減少させる傾




Fig. 21. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on fasting glucose, insulin 
and relative HOMA-IR in male db/db mice. Values are the mean ± SEM (n = 



































































































3.7. KY-226 反復経口投与後 OGTT 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 10 および 30 mg/kg 4 週間反復経口投




Fig. 22. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on plasma glucose elevations 
in the oral glucose tolerance test in male db/db mice. Glucose (0.5 g/kg) was 
orally administered to fasting mice and plasma glucose levels were assessed. 
ΔGlucose: Changes in plasma glucose levels. Glucose values in the KY-226 (0, 
10 and 30 mg/kg)-treated groups at 0 hr were 309.2 ± 52.9, 285.1 ± 15.8 and 
292.0 ± 40.2 mg/dL, respectively. Values are the mean ± SEM (n = 6). *P<0.05, 
**P<0.01 vs. 0 mg/kg, Dunnett’s multi-comparison test.  
 
3.8. KY-226 反復経口投与後インスリンシグナル 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 は 10 および 30 mg/kg 4 週間反復経
口投与で肝臓のリン酸化インスリン受容体を有意に増加させ，10 mg/kg 投与で
リン酸化 Akt を有意に増加させた (Fig. 23A)．また，30 mg/kg 投与で大腿筋
のリン酸化インスリン受容体を，10 mg/kg 投与でリン酸化 Akt をそれぞれ有


























































Fig. 23. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on insulin signaling in male 
db/db mice in the liver (A) and femoral muscle (B). The mean value of 
phosphorylation levels (pIR/IR and pAkt/Akt) in the control (0 mg/kg) group 
was taken as 1.0. Values are the mean ± SEM (n = 6). *P <0.05 vs. 0 mg/kg, 
































































































3.9. KY-226 反復経口投与後の肝臓糖代謝系酵素発現 
雄性 db/db マウスにおいて，KY-226 10 および 30 mg/kg 4 週間投与は GK 
の mRNA 発現を増加させる傾向を示した．また，30 mg/kg 投与は G6Pase の 
RNA 発現を減少させる傾向を示し，PEPCK の mRNA 発現を有意に減少させ




Fig. 24. Effects of KY-226 on glucokinase, glucose 6-phosphatase (G6Pase) 
and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) mRNA expression in male 
db/db mice in the liver. The mean value of gene expression standardized by 
18s rRNA expression (Gene/18s) in the control (0 mg/kg) group was taken as 




































































第 4 節 考 察 
インスリン抵抗性糖尿病マウスである db/db マウスを用いて，非競合的
PTP1B 阻害薬 KY-226 の作用を検討した．  
第 2 章において，KY-226 が正常細胞および PTP1B 過剰発現インスリン抵
抗性細胞において，インスリン処置後のリン酸化インスリン受容体 (pIR) およ
び下流のリン酸化 Akt (pAkt) を増加させることを示した．本章の実験において，
インスリン抵抗性 db/db マウスに対する KY-226 100 mg/kg 単回経口投与が，











次に，より低用量の KY-226 を 4 週間反復経口投与し，糖尿病関連パラメー
タおよびインスリンシグナルに対する作用を検討した．KY-226 およびピオグリ
タゾン 10 mg/kg 投与は血漿中 TG を, 30 mg/kg 投与は血漿中グルコースを
有意に低下させた．両化合物の作用はほぼ同等であった．また，KY-226 10 mg/kg 
投与は，過去 1 ～ 2 ヶ月の平均血糖値を反映する HbA1c や，OGTT におけ
る血漿中グルコース増加を有意に減少させた．さらに，KY-226 30 mg/kg 投与
は，絶食後血漿中グルコースを有意に減少させ，インスリン抵抗性指標 
HOMA-IR を減少させる傾向を示した．一方，ピオグリタゾンは有意に体重を
増加させたが，KY-226 は影響しなかった．これは，第 3 章で明らかにしたよ






ける KY-226 の血漿中グルコース濃度増加抑制作用は 30 mg/kg でほぼ最大に
達しているように見られる．このことからも，インスリン抵抗性状態において，
KY-226 は PTP1B 阻害により過度にインスリン作用を増強して低血糖やイン
スリン作用に起因する副作用を誘発する可能性は低いと考えられる． 
KY-226 は単回投与において，インスリンシグナルを増強したが，低用量長期
反復経口投与でも，肝臓および大腿筋の pIR および pAkt を増加させた．さ
らに，インスリン作用により変動する肝臓糖代謝酵素の mRNA 発現において，
10 mg/kg 投与で  GK 発現を増加させる傾向を示し，30 mg/kg 投与で 
G6Pase 発現を減少させる傾向を示し，PEPCK の発現を有意に減少させるこ
とが明らかになった．GK は，グルコース-6-ホスファターゼ (G6P) を生成す
る解糖系の律速酵素であり，インスリンにより活性が増大する．また，G6Pase 
や PEPCK は，糖新生を調節する酵素でありインスリンにより活性が低下する．
これらの結果も，KY-226 が肝臓および筋肉において PTP1B を阻害すること
によりインスリンシグナルを増強し，インスリン抵抗性改善による血糖低下作
用を示すことを支持している． 


















Fig. 25. Effects of KY-226 in leptin receptor deficient and insulin-resistant 
type 2 diabetic mice (db/db mice). 
 
第 5 節 小 括 
1. インスリン抵抗性 2 型糖尿病マウス（db/db マウス）において，KY-226 100 





Leptin receptor deficient, insulin-resistant type 2 diabetes mice
(db/db mice)
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2. db/db マウスにおいて，KY-226 およびピオグリタゾンの 10 mg/kg 反復経
口投与は血漿中 TG を，30 mg/kg 投与は血漿中グルコースを有意に低下さ
せた．KY-226 10 mg/kg 投与は，HbA1c および OGTT における血漿中グ
ルコース増加を減少させ，30 mg/kg 投与は，絶食後血漿中グルコースを減
少させ，インスリン抵抗性指標 HOMA-IR を減少させる傾向を示した．ま
た，10 mg/kg 投与は肝臓の  GK 発現増加傾向を，30 mg/kg 投与は 
G6Pase 発現の減少傾向を示し，PEPCK の発現量を減少させた．さらに 
KY-226 投与は肝臓および筋肉において，インスリンによるインスリン受容




3. db/db マウスにおいて，ピオグリタゾン 4 週間反復経口投与は体重を増加
させたが，KY-226 は影響しなかった．KY-226 は PPARγ アゴニストに見
られる体重増加作用を示さない安全なインスリン抵抗性改善薬として有望
と考えられる．しかし，KY-226 のレプチンシグナル増強作用と抗肥満作用




第 5 章 食餌性肥満マウスに対する作用 
 
第 1 節 序 論 
前章までの研究において，非競合的 PTP1B 阻害薬 KY-226 は，インスリン





レプチンは，脂肪細胞から分泌されるアディポカインである (Zhang Y et al., 
1994)．また，レプチン受容体は，全身に分布しているが，特に視床下部に豊富
に発現している (Tartaglia LA et al., 1995)．レプチンがレプチン受容体に結合
すると，JAK2 を活性化してレプチン受容体のチロシン残基を自己リン酸化さ
せ，STAT3 に結合して STAT3 をリン酸化する．リン酸化 STAT3 は二量体を
形成して核内に移行し，摂食行動やエネルギー調節に関わる標的遺伝子の転写
を活性化する．肥満患者ないし肥満動物ではレプチン抵抗性により，摂食およ
びエネルギー調節が異常を来していると報告されている (Enriori PJ et al., 
2007). 一方，PTP1B は，レプチン受容体下流の JAK2 のリン酸化を阻害して
レプチンシグナルを抑制する (Cheng A et al., 2002; Lund IK et al., 2005)．マ
ウスに高脂肪食を負荷すると視床下部の PTP1B 発現が増加するという報告 
(White CL et al., 2009) や，視床下部特異的 PTP1B KO マウスは脂肪および
体重が減少するという報告 (Tsou RC et al., 2014) から，PTP1B 阻害薬は，レ
プチンシグナルを増強し，抗肥満作用を示す可能性がある． 
そこで本章では，マウスを高脂肪食で 6 週間飼育することにより作製した食




第 2 節 実験方法 
2.1. 使用試薬 
マウス／ラットレプチン測定キット（森永生化学研究所），レプチン 
(PeproTech, Rocky Hill, NJ), pSTAT3 抗体 (Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) 
XP Rabbit mAb, Cell Signaling) および STAT3 抗体 (C-20: Santa Cruz) は
各供給会社から購入した．その他は前章までに記載した試薬を用いた．KY-226 




薬品工業株式会社の動物飼育室において，室温 23 ± 5℃，湿度 55 ± 20%，7:00 





2.3. DIO マウスの作製 
5 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを高脂肪食群 (high-fat diet; HFD) および
通常食群 (low-fat diet; LFD) に割り付けた．HFD 群に高脂肪食飼料 (Rodent 
Diet with 60 kcal% Fat, Research Diets, New Brunswick, NJ) を 6 週間与
えて DIO マウスを作製し，11 週齢より KY-226 を投与した． 
 
2.4. KY-226 反復経口投与の影響 
投与開始前日に，体重，摂餌量，血漿中グルコース，TG および μCT (R_mCT, 
リガク，東京) で測定した脂肪体積がほぼ等しくなるように，LFD 群，HFD-
対照群，KY-226 30 および 60 mg/kg 投与群に割り付けた．LFD 群および 






を行った．すなわち，グルコース (1.0 g/kg) を経口投与し，0, 30, 60 および 120 
min 後に尾静脈より採血し，血漿中グルコースを測定した．  
 
2.5. レプチンシグナルに対する作用 
KY-226 4 週間投与後一夜絶食し，翌日レプチン (0.6 mg/kg) を腹腔内投与
し，1 hr 後に頸椎脱臼により安楽死させた．直ちに視床下部を摘出し，第 2 章




データは平均値  ± 標準誤差  (mean ± SEM) で表した．また，検定は 
Dunnett の多重比較検定により行った． 
 
第 3 節 実験結果 
3.1. 体重および摂餌量 
C57BL/6J マウスに高脂肪食を与えて 6 週間飼育することにより，通常食飼
育マウスと比較し体重が著しく増加した．この食餌性肥満マウス（DIO マウス）
において，KY-226 30 および 60 mg/kg 4 週間反復経口投与は体重増加量を，







Fig. 26. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on body weight gain and 
total food consumption in male C57BL/6J mice fed a high-fat diet. LFD: 
Low-fat diet, HFD: High-fat diet. Values are the mean ± SEM (LFD: n = 7, 
HFD: n = 14). *P<0.05, **P<0.01 vs. HFD KY-226 (0 mg/kg), Dunnett’s 




(Sims EK et al., 2013)．本実験においても，6 週間高脂肪食飼育した DIO マ
ウスでは，通常食飼育マウスに比し内臓および皮下脂肪体積が著しく増加した．
この DIO マウスにおいて，KY-226 30 mg/kg 4 週間反復経口投与は内臓脂肪



























































Fig. 27. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on visceral and 
subcutaneous fat volume gains in male C57BL/6J mice fed a high-fat diet. 
LFD: Low-fat diet, HFD: High-fat diet, ΔVolume: fat volume gains. Values 
are the mean ± SEM (n = 7). **P< 0.01 vs. HFD KY-226 (0 mg/kg), Dunnett’s 
multi-comparison test.  
 
3.3. 血漿中グルコース, TG およびレプチン 
C57BL/6J マウスは高脂肪食負荷により血漿中グルコースがわずかに増加し，
血漿中レプチン値が著しく増加することが知られている (Sims EK et al., 2013, 
White CL et al., 2009)．本実験においても，6 週間高脂肪食飼育した DIO マウ
スでは，通常食飼育マウスに比し血漿中グルコースがわずかに増加し，非絶食
後血漿中レプチンおよび絶食後インスリンが増加した．この DIO マウスにお
いて，KY-226 30 mg/kg 4 週間反復経口投与は非絶食後血漿中グルコースをわ
ずかに増加させたが，60 mg/kg 投与は影響しなかった (Fig. 28)．また，30 お
よび 60 mg/kg 投与は血漿中 TG を有意に低下させ，レプチンを減少させる傾
向を示した．一方，絶食後血漿中グルコースおよびインスリンには殆ど影響し

















































Fig. 28. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on non-fasting plasma 
glucose, TG and leptin levels in male C57BL/6J mice fed a high-fat diet. 
LFD: Low-fat diet, HFD: High-fat diet. Values are the mean ± SEM (n = 7). 







































































Fig. 29. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on fasting plasma glucose 
(A) and insulin (B) levels in male C57BL/6J mice fed a high-fat diet. LFD: 
Low-fat diet, HFD: High-fat diet. Values are the mean ± SEM (n = 7). 





いる (Sims EK et al., 2013)．しかし，今回 6 週間高脂肪食飼育した DIO マ
ウスでは，OGTT における血漿中グルコース増加は通常食飼育マウスと異なら
なかった．この DIO マウスにおいて，KY-226 60 mg/kg 4 週間反復経口投与

















































Fig. 30. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on plasma glucose 
elevations in the oral glucose tolerance test in male C57BL/6J mice fed a 
high-fat diet. Glucose (1.0 g/kg) was orally administered to fasting mice and 
plasma glucose levels were assessed. ΔGlucose: Changes in plasma glucose 
levels. Glucose values in the LFD and HFD KY-226 (0, 30 and 60 
mg/kg)-treated groups at 0 hr were 100.1 ± 2.79, 142.5 ± 10.6, 149.5 ± 7.37 
and 156.8 ± 7.08 mg/dL, respectively. LFD: Low-fat diet, HFD: High-fat diet. 
Values are the mean ± SEM (n = 7). *P<0.05 vs. HFD KY-226 (0 mg/kg), 
Dunnett’s multi-comparison test. 
 
3.5. レプチンシグナル 
6 週間高脂肪食負荷した  DIO マウスにおいて，KY-226 30 および 60 
mg/kg 4 週間反復経口投与は，視床下部のリン酸化 STAT3 を有意に増加させ






















































Fig. 31. Effects of KY-226 treatment for 4 weeks on leptin-induced 
phosphorylated STAT3 levels in the hypothalamus of male C57BL/6J mice 
fed a high-fat diet. The mean value of phosphorylation levels (pSTAT/STAT) 
in the HFD KY-226 (0mg/kg)-treated group was taken as 1.0. Values are the 
mean ± SEM (n = 7). *P <0.05, **P<0.01 vs. HFD KY-226 (0 mg/kg), 
Dunnett’s multi-comparison test. 
 
第 4 節 考 察 
マウスに高脂肪食を負荷すると，脂肪量増加により体重が増加し，インスリ
ンおよびレプチン抵抗性を誘導すると報告されている (Enriori PJ et al., 2007; 
Sims EK et al., 2013; White CL et al., 2009)．本章では，6 週間高脂肪食を与










































食性肥満に抵抗性を示すことが知られている (Cheng A et al., 2002; Tsou RC 
et al., 2014)．したがって，PTP1B 阻害薬 KY-226 は DIO マウスにおいて，
抗肥満作用を示すことが期待された．実際，KY-226 30 および 60 mg/kg 4 週
間反復経口投与は体重を，60 mg/kg 投与は摂餌量および内臓脂肪増加量を有意
に減少させた．この時，KY-226 は視床下部のリン酸化 STAT3 を著明に増加















以上より，KY-226 は PTP1B 阻害作用を介したレプチンシグナル増強によ
りレプチン抵抗性を改善し，摂餌量減少，体重および内臓脂肪減少作用を示す
が，インスリン感受性が低下していない状態では，インスリンシグナル増強作
用を発揮しないことが明らかとなった (Fig. 32)．第 4 章および本章において，












Fig. 32. Effects of KY-226 in leptin-resistant obese mice (DIO mice). 
 
第 5 節 小 括 
1. C57BL/6J マウスを 6 週間高脂肪食飼育し，食餌性肥満マウス（DIO マウ
ス）を作製した．DIO マウスでは体重および脂肪体積が有意に増加した． 
KY-226 30 および 60 mg/kg 4 週間反復経口投与は体重増加を抑制し，60 
mg/kg 投与は摂餌量および内臓脂肪増加量を有意に減少させた．すなわち，
KY-226 は PTP1B 阻害により 30 mg/kg から抗肥満作用を示した． 
 






























• Leptin signal ↑
• Body weight ↓
• Fat volume ↓
No effect












3. C57BL/6J マウスを 6 週間高脂肪食飼育して作製した DIO マウスでは，
血漿中レプチン値が顕著に増加し，レプチン抵抗性が示唆された．DIO マ
ウスにおいて，KY-226 30 および 60 mg/kg 投与はレプチン濃度を減少さ
せる傾向を示した．さらに，KY-226 投与は視床下部において，レプチン刺






第 6 章 インスリン分泌低下性 2 型糖尿病ラットに対する作用 
 
第 1 節 序 論 
前章までに，典型的なインスリン抵抗性 2 型糖尿病マウス（db/db マウス）
および，糖尿病未発症の食餌性肥満マウス（DIO マウス）を用いた検討により，









(GK) ラットを選択した．GK ラットは，東北大学の後藤・柿崎らが OGTT に
より Jcl:Wistar ラットの耐糖能低下個体を選抜し，交配を重ねて確立した系統
である (Goto Y et al., 1976)．GK ラットは，膵 β 細胞からのインスリン分泌
能が低く，OGTT におけるインスリン初期分泌が障害されている．また，肥満
は認められず，軽度の血糖値増加を呈する．本章では，GK ラットに KY-226 30 
mg/kg を 2 週間反復経口投与し，血中パラメータの測定および OGTT を実施
した． 
 
第 2 節 実験方法 
2.1. 使用試薬 






雄性 GK ラット（日本エスエルシー，静岡）および雄性 Wistar ラット（日
本エスエルシー）を使用した．京都薬品工業株式会社の動物飼育室において，





2.3. KY-226 反復経口投与の影響 
11 週齢の雄性 GK ラットおよび Wistar ラットを使用した．投与開始前々
日に，体重，摂餌量，血漿中グルコースおよびインスリンの平均値および標準
偏差がほぼ等しくなるように，1 群 6 匹として対照群および KY-226 投与群
に割り付けた．Wistar ラットおよび GK ラット対照群には 0.5% MC 溶液を，
GK ラット KY-226 投与群には KY-226 30 mg/kg 懸濁液を 2 週間にわたり 
1 日 1 回反復経口投与し，投与期間中の体重および摂餌量を測定した．投与 14 
日目の投与 1 hr 後に無麻酔下に頸静脈より採血し，血漿中グルコースおよびイ
ンスリンを測定した．投与 14 日目より一夜絶食し，翌日の投与 1 hr 後に 
OGTT を行った．すなわち，グルコース (2 g/kg) 経口投与 -10, 15, 30, 60, 120 




データは平均値  ± 標準誤差  (mean ± SEM) で表した．また，検定は 
Dunnett の多重比較検定 により行った． 
 
第 3 節 実験結果 
3.1. 体重および摂餌量 
GK ラットの摂餌量は Wistar ラットと異ならなかったが，体重増加量は 
Wistar ラットより少なかった．KY-226 の 30 mg/kg 14 日間反復経口投与は，
68 
 
体重および摂餌量に影響しなかった (Fig. 33)． 
 
Fig. 33. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 2 weeks on body 
weight gain and total food consumption in male GK rats and Wistar rats. 








Fig. 34. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 2 weeks on 
non-fasting plasma glucose and insulin levels in male GK rats and Wistar 
rats. Values are the mean ± SEM (Wistar: n = 7, GK: n = 6). **P<0.01 vs. GK 
































































































ある HOMA-IR は異ならなかった．KY-226 投与は，絶食後血漿中グルコース，
インスリンおよび HOMA-IR に影響しなかった (Fig. 35)． 
 
 
Fig. 35. Effects of KY226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 2 weeks on fasting 
plasma glucose levels in male GK rats and Wistar rats. HOMA-IR: The mean 
value in the GK-Control group was taken as 100%. Values are the mean ± 










































































Fig. 36. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 2 weeks on plasma 
glucose and insulin elevations in the oral glucose tolerance test in male GK 
and Wistar rats. Glucose (2 g/kg) was orally administered to fasting rats, and 
plasma glucose and insulin levels were assessed. Values are the mean ± SEM 
(Wistar: n = 7, GK: n = 6). 
 
第 4 節 考 察 
GK ラットは，Wistar ラットから作製された非肥満かつインスリン分泌低下
性 2 型糖尿病ラットである (Goto Y et al., 1976)．GK ラットでは，同週齢の 
Wistar ラットに比し，非絶食後および絶食後血漿中グルコースが有意に高かっ
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ラットと比較し HOMA-IR が有意に高いと報告されている (Kuwabara WMT 
et al., 2017). しかし，本実験に用いた GK ラットは，Wistar ラットとほぼ同
等の HOMA-IR を示した．したがって，インスリン分泌低下により中等度の糖
尿病を発症するものの，インスリン抵抗性は生じていない病態と考えられる．
このインスリン分泌低下性かつ非インスリン抵抗性  GK ラットにおいて 
KY-226 30 mg/kg 2 週間反復経口投与は，非絶食後および絶食後血漿中グルコ
ース，インスリン，OGTT 後の血漿中グルコースおよびインスリンに影響しな
かった．すなわち，KY-226 は前章の DIO マウスの場合と同様に，非インスリ
ン抵抗性病態ではインスリンシグナル増強を介した血糖低下を示さないことが
明らかになった．  
また GK ラットは Wistar ラットより体重が低く，非肥満型 2 型糖尿病ラ
ットであった．KY-226 は，GK ラットの体重および摂餌量に影響しなかった．



















Fig. 37. Effects of KY-226 in type 2 diabetes rats with impaired insulin 
secretion (GK rat). 
 
第 5 節 小 括 








































• Blood glucose (-)
No effect
• Body weight (-)
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2. GK ラットにおいて，KY-226 30 mg/kg 2 週間反復経口投与は，非絶食後お
よび絶食後血漿中グルコース，インスリン，糖負荷後の血漿中グルコース上
昇およびインスリン分泌に影響しなかった．また，体重増加量および摂餌量








第 7 章 1 型糖尿病ラットに対する作用 
 
第 1 節 序 論 
前章までの結果から，PTP1B 阻害薬 KY-226 はインスリン抵抗性およびレ
プチン抵抗性状態においてのみシグナル増強による抗糖尿病作用や抗肥満作用
を示すと考えられた．本章では，インスリン分泌不全性 1 型糖尿病動物に対す
る KY-226 の作用を検討した． 
重篤なインスリン分泌不全性糖尿病動物として，ストレプトゾトシン (STZ) 
誘発 1 型糖尿病動物が知られている．STZ は，放線菌が産生する代謝物であ
り，膵 β 細胞に選択的に取り込まれることで膵 β 細胞を特異的に破壊し，イン
スリン分泌を抑制し糖尿病を惹起することが知られている (Rakieten N et al., 
1963). STZ は投与量に依存的して 1 型糖尿病ないし 2 型糖尿病を惹起し，高
用量 ( > 55 mg/kg i.v.) 投与では 24 hr 以内にインスリン分泌が著しく抑制さ
れ，1 型糖尿病様症状を示すと報告されている (Junod A et al., 1969). そこで
本章では，STZ 60 mg/kg を静脈内投与することにより 1 型糖尿病ラット（STZ 
ラット）を作製し，KY-226 の長期間反復経口投与の影響を検討した． 
 
第 2 節 実験方法 
2.1. 使用試薬 
STZ (Sigma) を使用した．その他は前章までに記載した試薬を用いた．












6 週齢の雄性 SD ラットに，10 mM クエン酸緩衝液 (pH 4.5) に溶解した
STZ 溶液を 60 mg/mL/kg で静脈内投与し，STZ ラットを作製した．STZ 無
処置 (Intact) 群には，10 mM クエン酸緩衝液 1 mL/kg を投与した．STZ 投
与 7 日後に血漿中グルコースを測定し，グルコース濃度が 250 mg/dL 未満の
ラットを除外した．体重，摂餌量および血漿中グルコースの平均値および標準
偏差がほぼ等しくなるように，1 群 8 例として Intact 群，対照群および 
KY-226 30 mg/kg 群に割り付けた．群分け翌日より，Intact 群および対照群に
は 0.5% MC 溶液を，KY-226 投与群には KY-226 30 mg/kg 懸濁液をそれぞれ 
8 週間にわたり 1 日 1 回反復経口投与し，体重および摂餌量を測定した．投
与 55 日目の投与 1 hr 後に無麻酔下に頸静脈より採血し，血漿中グルコース，
TG，遊離脂肪酸 (NEFA) およびインスリンを測定した．投与 55 日目より一
夜絶食し，翌日の投与 1 hr 後に無麻酔下に頸静脈より採血し，血漿中グルコー
ス，TG, NEFA およびインスリンを測定した． 
 
2.4. データ処理 
データは平均値  ± 標準誤差  (mean ± SEM) で表した．また，検定は 
Dunnett の多重比較検定 により行った． 
 
第 3 節 実験結果 
3.1. 体重および摂餌量 
STZ ラットは，STZ 無処置ラットに比し，摂餌量は有意に多かったが，体重
増加量は著しく少なかった．KY-226 の 30 mg/kg 8 週間反復経口投与は摂餌量







Fig. 38. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 8 weeks on body 
weight gain and total food consumption in male SD rats injected with 
streptozotocin (STZ, 60 mg/kg). Values are the mean ± SEM (Intact: n = 7, 
STZ: n = 8). **P<0.01 vs. STZ Control, Dunnett’s multi-comparison test. 
 
3.2. 血漿中グルコース, TG, NEFA およびインスリン 
STZ ラットは，STZ 無処置ラットに比し，非絶食後血漿中グルコース, TG お
よび NEFA が著しく高く，インスリンが著しく低かった．KY-226 の 30 mg/kg 
8 週間反復経口投与は，非絶食後血漿中グルコース，TG, NEFA およびインス
リンに影響しなかった (Fig. 39)． 
また，STZ ラットは，STZ 無処置ラットに比し，絶食後血漿中グルコースが
































































Fig. 39. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 8 weeks on 
non-fasting plasma glucose, TG, NEFA and insulin levels in male SD rats 
injected with streptozotocin (STZ, 60 mg/kg). Values are the mean ± SEM 











































































Fig. 40. Effects of KY-226 (30 mg/kg, p.o.) treatment for 8 weeks on fasting 
plasma glucose and insulin levels in male SD rats injected with 
streptozotocin (STZ, 60 mg/kg). Values are the mean ± SEM (Intact: n = 7, 
STZ: n = 8). **P<0.01 vs. STZ Control, Dunnett’s multi-comparison test. 
 
第 4 節 考 察 
ラットに STZ を 55 mg/kg 以上で静脈内投与すると，膵 β 細胞が特異的に
破壊され，重篤なインスリン分泌不全を呈する (Junod A et al., 1969)．本実験
において，STZ 60 mg/kg を静脈内投与した雄性 SD ラット（STZ ラット）で
は，STZ 無処置ラットに比し，非絶食後および絶食後血漿中インスリンが著し
く低く，非絶食後および絶食後血漿中グルコース，非絶食後 TG および NEFA 
が著しく高かった．これらの結果は，STZ ラットが重篤なインスリン分泌不全
による 1 型糖尿病を発症していることを示している．STZ ラットにおいて，




































































Fig. 41. Effects of KY-226 in type 1 diabetes rats with loss of insulin secretion 
(STZ rat). 
 
第 5 節 小 括 
1. STZ 60 mg/kg を静脈内投与した雄性 SD ラット（STZ ラット）では，
STZ 無処置ラットに比し，非絶食後および絶食後血漿中インスリンが著し
く低く，非絶食後および絶食後血漿中グルコース，非絶食後 TG および 
NEFA が著しく高かった．STZ ラットは重篤なインスリン分泌不全によ
る 1 型糖尿病を発症していることが明らかとなった． 
 
2. STZ ラットにおいて，KY-226 の 30 mg/kg 8 週間反復経口投与は，非絶
食後血漿中グルコース，TG, NEFA, インスリンおよび絶食後血漿中グル
コース，インスリンに影響しなかった．従って，KY-226 はインスリン抵
抗性を呈していないインスリン分泌不全性 1 型糖尿病態では PTP1B 阻
害によるインスリンシグナル増強を示さないことが明らかになった． 
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られている (Kenner KA et al., 1996; Byon JC et al., 1998)．また，PTP1B は，
レプチンによりリン酸化された受容体下流の JAK2 を脱リン酸化し，レプチン
シグナルを抑制することが知られている (Cheng A et al., 2002; Lund IK et al., 
2005)．さらに，PTP1B 欠損遺伝子改変マウスは，インスリンおよびレプチン
感受性が増大し，糖尿病および肥満に抵抗性を示すことが明らかになっている 
(Elchebly M et al., 1999; Tsou RC et al., 2014)．これらの事実から，PTP1B 阻
害薬は抗肥満作用を併せ持つ糖尿病治療薬として期待され，多くの化合物が創
製され報告されてきた (Qian S et al., 2016)．その中で，Ertiprotafib, JTT-551, 
Trodusquemine が臨床試験ステージに進み，その後開発中断に至っている．薬
効の不足ないし予期せぬ副作用発現が原因と推定される．従来の化合物と構造
および作用特性が異なる新たな PTP1B 阻害薬の創製が待望されている． 
本研究では，新規ベンゾイルスルホンアミド誘導体 KY-226 (Morishita K et 
al., 2017) の PTP1B 阻害作用，細胞におけるインスリンシグナル増強作用，
PPARγ 活性化作用，脂肪細胞分化促進作用を検討し，作用機序を明らかにする
と共に，インスリン抵抗性 2 型糖尿病マウス（db/db マウス），食餌性肥満マ
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ウス（DIO マウス），インスリン分泌低下性 2 型糖尿病ラット（GK ラット）
および STZ 誘発 1 型糖尿病ラット（STZ ラット）に対する作用を検討し，糖
尿病治療薬としての特性を明らかにした． 
KY-226 は非競合的にヒト PTP1B を阻害したが，その活性は Ertiprotafib 
および JTT-551 より約 4 ～ 5 倍弱かった．一方，ヒト肝癌由来 HepG2 細
胞において，KY-226 は濃度依存的にリン酸化インスリン受容体 (pIR) 量を増
大させたが，JTT-551 は影響しなかった．KY-226 は，JTT-551 より容易に細
胞膜を通過し，細胞内 PTP1B 阻害によりインスリンシグナルを増強したもの
と考えられる．なお，インスリン抵抗性糖尿病において PTP1B 発現が亢進し
ているとの報告がある (Ahmad F et al., 1995; Zabolotny JM et al., 2008)．そ
こで，PTP1B を安定的に過剰発現した HepG2 細胞を作製して評価を行った．
この細胞では，PTP1B 発現が約 2 倍に増大し，インスリン刺激による pIR 量
が約 1/2 に減少した．KY-226 はこの PTP1B 過剰発現細胞において，インス
リン刺激による pIR 量を増大させた．以上より，KY-226 は PTP1B 阻害作用
により，正常細胞のインスリンシグナルを増大させ，PTP1B 過剰発現細胞のイ
ンスリン抵抗性を改善することが明らかになった． 
非競合的 PTP1B 阻害薬である Ertiprotafib は PPARγ アゴニスト活性を
有し，インスリン抵抗性改善作用に寄与している可能性があると報告されてい
る (Erbe DV et al., 2005)．PPARγ アゴニストは，種々の副作用を惹起するが，
特に体重増加や骨密度低下作用は脂肪細胞分化促進作用に起因すると考えられ
ている (Rosen ED et al., 1999)．そこで，KY-226 の PPARγ アゴニスト活性
および脂肪細胞分化促進作用を検討した．KY-226 は，ピオグリタゾンと異なり 
PPARγ アゴニスト作用を示さず，脂肪前駆細胞（3T3-L1 細胞）の脂肪細胞分
化に影響しなかった．これらの結果から，KY-226 が PPARγ 活性化および脂肪
細胞分化による副作用を惹起することなくインスリン抵抗性を改善する可能性
が示された． 
そこで，肥満型 2 型糖尿病マウス（db/db マウス）における KY-226 単回投
与のインスリン増強作用を検討した．KY-226 100 mg/kg 投与は肝臓および大腿
筋の pIR および pAkt を増大し，インスリン負荷 2 hr 後の血漿中グルコース
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を有意に低下させた．次に，db/db マウスに KY-226 およびピオグリタゾンを 
4 週間にわたり反復経口投与し，抗糖尿病作用および副作用を比較した．いず
れも 30 mg/kg から血漿中グルコースを，10 mg/kg から血漿中 TG を低下さ
せた．また，KY-226 は 10 mg/kg から血液中 HbA1c を減少させ，OGTT に
おける血漿中グルコース増加を抑制した．さらに KY-226 は，肝臓および大腿
筋の pIR および pAkt を増大し，肝臓糖代謝系酵素である GK 発現を増加さ
せ，PEPCK 発現を減少させた．これらの結果から，KY-226 がインスリン抵抗
性改善作用によりピオグリタゾンと同等の抗糖尿病作用を有することが明らか
になった．一方，ピオグリタゾンは 30 mg/kg で有意に体重を増加させたが，
KY-226 は影響しなかった．KY-226 はピオグリタゾンと異なり PPARγ アゴ
ニスト活性および脂肪細胞分化促進作用を有さないため，PPARγ アゴニストの
代表的な副作用である体重増加作用を示さなかったものと考えられる．以上の












いて，KY-226 は，30 mg/kg から体重を，60 mg/kg で摂餌量および内臓脂肪
増加量を有意に減少させ，30 mg/kg から視床下部のリン酸化 STAT3 を著明に





















次に，STZ 誘発 1 型糖尿病ラット（STZ ラット）に対する KY-226 の効果
を検討した．STZ ラットでは，血漿中インスリンが著しく低下し，体重増加が
抑制され，血漿中グルコース, TG および NEFA が著明に上昇した．KY-226 (30 
mg/kg) 8 週間反復経口投与は，これらのパラメータに殆ど影響しなかった．
KY-226 は血漿中インスリン濃度が著しく低値の 1 型糖尿病には無効であるこ










が明らかになった (Fig. 42)．また，PPARγ アゴニスト作用を有さないためグ
リタゾン系薬剤特有の副作用を示さず，安全で薬効の確かな 2 型糖尿病治療薬
として期待される．さらに，KY-226 はインスリン分泌低下による 2 型糖尿病
やインスリン分泌不全による 1 型糖尿病では効果を示さないことから，ある程
度の血漿中インスリン濃度を保持し，インスリン抵抗性を有する病態に有効で
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